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2ª fase: Descripción de las micorrizas de Tuber melanosporum 
Descripción de las micorrizas de Tuber melanosporum  basada en las 
observaciones de plantas de Quercus ilex, inoculadas comercialmente por 
Micotec, Técnicas de Micología Aplicada, de Montalbán, Teruel.  
Caracteres macroscópicos 
Morfología: monopodial, cilíndrica o engrosada en el ápice (Diapositivas 1, 2, 
3); presencia frecuente de espínulas e hifas externas al manto (D1, 2, 
4). 
Color: marrón de muy claro a oscuro (D1,2,3,4) ocasionalmente con manchas 
rojizas o marrón más oscuro (D1). 
Dimensiones: (Fig. 1) Longitud de un sistema de micorrizas: 3–6(–10) mm;  
 Longitud de una micorriza: 0.5-1.5(-4)mm; 
 Diámetro de una micorriza: 0.2-0.4 mm. 
Superficie de manto: Suave, con aspecto de papel de lija muy fina (D4). 
Rizomorfos: no observados. 
Caracteres microscópicos 
Anatomía del manto: Pseudoparenquimatoso de tipo puzzle (D8, 9, 10, 14), 
compacto y con paredes gruesas (D5, 13, 14). 
Hifas externas al manto: transparentes o amarillo claro; frecuentes y 
abundantes (D9, 12) con diámetro de 3.2-3.6 µm (Fig. 2). Septos muy 
abundantes, y frecuentemente localizados cerca de los puntos de 
ramificación de las hifas (D11). Su longitud es irregular y pueden estar 
situadas en cualquier zona de la micorriza. 
Cistidios: Espínulas frecuentes en el ápice de las micorrizas (D1, 5, 15, 16); 
Longitud de 120-150 µm (Fig. 3), raramente 200 µm; Diámetro 
decreciente de 3.0 a 3.5 µm en la base y 2.4 a 2.8 µm en el extremo; 
transparentes y con el extremo redondeado (D7,15,16); ocasionalmente 
con ramificaciones en ángulo aproximadamente recto (D6). 
Generalmente más finas que las hifas externas al manto y de longitud 
regular (D 12, 16). 
Fase 2. Tuber melanosporum   
Fischer y Colinas  8 
2a fase: Descripción de las micorrizas de Tuber melanosporum 
Diapositivas: 1-16 
1: La micorriza de Tuber melanosporum  tiene un color marrón a veces con 
manchas más oscuras o rojizas. Su forma es monopodial, cilíndrica o 
engrosada en el ápice. Las espínulas típicas suelen estar en el ápice. Las 
hifas externas al manto abundan en el ápice pero pueden estar en 
cualquier parte de la micorriza. 
2: Las micorrizas también pueden tener color marrón muy oscuro y no 
siempre tienen espínulas. Las hifas externas al manto son muy finas y 
están cerca del ápice. La morfología cilíndrica es frecuente. 
3: Dentro de un sistema de micorrizas hay variaciones de color. El rango 
comprende desde marrón muy claro hasta muy oscuro. 
4: La textura de la superficie del manto es relativamente suave, con aspecto 
de papel de lija muy fina. Tiene apariencia un poco granular, y brillante 
con reflejos. 
5: El manto es muy compacto y las espínulas transparentes. 
5a: Id. 
6: La anatomía del manto es pseudoparenquimatosa del tipo puzzle; las 
espínulas a veces tienen ramificaciones en ángulo más o menos recto. 
7: Las espínulas de micorrizas de T. melanosporum  son delgadas, con puntas 
redondas y diámetro decreciente. 
8: Las hifas externas al manto son transparentes o un poco amarillas y salen 
del manto de tipo puzzle. 
9: Las hifas externas del manto son muy abundantes, y no tienen 
ornamentaciones características. 
10: El manto de tipo puzzle tiene coloración irregular. 
11: Las hifas externas al manto tienen septos muy frecuentes, 
aproximadamente cada 30 mµ, y sin fíbulas. 
12: Las hifas externas al manto tienen septos típicos, casi siempre a 2 µm de 
las ramificaciones. 
12a: Id. 
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13: El manto de tipo puzzle es muy regular. 
14: El manto de tipo puzzle tiene células con paredes gruesas. 
15: Las micorrizas tienen aspecto brillante con abundancia de espínulas de 
extremos redondeados y diámetro decreciente. 
16: Las espínulas son muy regulares y no siempre tienen ramificaciones.
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3ª fase: Descripción de las micorrizas de Tuber brumale 
Descripción de las micorrizas de Tuber brumale  basada en las 
observaciones de plantas de Quercus ilex, inoculadas en el Centro de 
Investigación Forestal de Valonsadero. 
Caracteres macroscópicos 
Morfología: monopodial, cilíndrica o engrosada en el ápice (Diapositivas 1, 2, 
3,4); presencia frecuente de espínulas y de hifas externas al manto que 
tienen la apariencia de algodón muy fina alrededor de la micorriza (D. 2, 
3, 4). 
Color: de dorado muy claro a dorado oscuro (D. 1,2,3,4) . 
Dimensiones (Fig. 1):  
Longitud de una micorriza: 0.7-1.2 mm; 
Diámetro de una micorriza: 0.2-0.4 mm. 
Superficie del manto: Suave, con abundancia de hifas finas externas que 
forman una nube alrededor de la micorriza (D. 2,3,4).   
Rizomorfos: no observados. 
Caracteres microscópicos 
Anatomía del manto: Pseudoparenquimatoso de tipo puzzle (D. 15, 16, 17, 
18), compacto y con paredes gruesas. 
Hifas externas al manto: transparentes o amarillo claro; frecuentes y muy 
abundantes (D. 2,3,4) con diámetro muy variable de 3.0 a 6.5 µm (Fig. 
2). Septos presentes, pero no localizados cerca de los puntos de 
ramificación de las hifas (Fig. 2). Su longitud es irregular y pueden estar 
situadas en cualquier zona de la micorriza (D. 7,8). 
Cistidios: Espínulas frecuentes en el ápice de las micorrizas, pero pueden salir 
de toda la zona de raíz micorrizada (D. 1, 5, 6,); Longitud de 50-90 µm , 
raramente 100 µm, sin ramificaciones (Fig. 3); Diámetro decreciente de 
4.0 a 6.0 µm en la base y 1.6 a 2.8 µm en el extremo, transparentes y 
con el extremo redondeado (D. 7,13,14); la base de las espínulas está un 
poco hinchada como un bulbo y frecuentemente con un septo (Fig. 3); 
Generalmente más finas que las hifas externas al manto y de longitud 
regular (D. 19).  
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Diapositivas: 1-19 
1: La micorriza de Tuber brumale  tiene un color dorado o dorado oscuro. Su 
forma es monopodial, cilíndrica o engrosada en el ápice. Las espínulas 
típicas suelen estar en toda la zona micorrizada de la raiz. Las hifas 
externas al manto abundan en el ápice pero pueden estar en cualquier 
parte de la micorriza. 
2: Las micorrizas de Tuber brumale  tienen hifas externas al manto muy 
abundantas e iregulares, con aspecto de una nube de algodón muy fino. 
La morfología engrosada en el ápice es frecuente. 
3: Duplicada 
4: Duplicada 
5: Las hifas externas al manto forman una red que captura partículas de 
suelo. Las espínulas son transparentes o un poco amarillas y muy 
regulares en longitud. 
6: Duplicada 
7: El manto es muy compacto can aspecto entrtejido. Las hifas externas al 
manto son abundantes.  
8: Duplicada 
9: Las hifas externas del manto son encorvadas, de diametro muy variable, 
algunas muy gruesas. No tienen ornamentaciones características. 
Capturan tierra en la superficie de la micorriza. 
10: Duplicada 
11: Las espínulas de micorrizas de T. brumale son delgadas, con puntas 
redondas y diámetro decreciente. No tienen ramificaciónes ni septos 
excepto en la base. 
12: Duplicada 
13: Las espínulas son transparentes o un poco amarillas, engrosadas en la 
base. Son muy regulares de longitud. 
14: Duplicada 
15: Las micorrizas de Tuber brumale  tienen el manto pseudoparenquimatoso 
del tipo puzzle. 
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16: Duplicada 
17: El manto de tipo puzzle es muy regular; tiene células con paredes 
gruesas. 
18: Duplicada 
19: Las espínulas son engrosadas en la base, muy regulares de longitud y sin 
ramificaciónes ni septos. 
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3ª fase: Metodología y resultados de la síntesis de micorrizas entre Quercus 
ilex y 3 especies de hongos del género Tuber. 
Las fases del trabajo son: 
1. Estratificación de los carpóforos de Tuber 
2. Estratificación y germinación de las bellotas de Quercus ilex 
3. Preparación de sustratos y plantación de las bellotas germinadas 
4. Preparación de la suspensión de esporas e inoculación de las plantas 
5. Cultivo en invernadero durante 3-7 meses 
6. Examen de los sistemas radiculares 
1. Estratificación de los carpóforos de Tuber 
Los carpóforos de T. melanosporum se fueron comprados a un trufero 
que los recogió en la provincia de Soria en enero de 1995. Los carpóforos de 
T. brumale fueron comprados a un trufero que los recogió en la comarca de El 
Solsonés (Lérida) en Marzo de 1995. Los carpóforos de Tuber sp. procedían 
de China y fueron comprados a un trufero de Soria Estos esporocarpos 
estaban a la venta en los mercados de España al precio de 14,000 Pts/ kilo 
(primera calidad). Creemos que pertenecen a la especie Tuber indicum. 
Después de limpiarlos con un cepillo se sumergieron en alcohol (70%) 
durante dos minutos, y en alcohol (96%) otros 2 minutos y después se 
flamearon. Estuvieron estratificados en arena estéril, dentro de un 
contenedor tapado en una cámara a 4-5°C durante un mínimo de 60 días. 
2. Estratificación y germinación de las bellotas 
Aproximadamente 800 bellotas previamente estratificadas de Quercus 
ilex procedentes de Pinilla de Fermoselle en Zamora fueron lavadas durante 
24 horas en agua corriente y después desinfectadas en agua oxigenada 
durante una hora y, finalmente, lavadas en agua estéril para quitar el exceso 
de desinfectante.  
Las bellotas se dispusieron en bandejas en un sustrato de 
turba:vermiculita, (1:1), esterilizado dos veces a 120ºC.  Las bandejas se 
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guardaron en una cámara oscura a 22°C durante 15 días. Al final de este 
periodo el porcentaje de germinación fue del 80%. 
3. Preparación de sustratos y plantación de las bellotas germinadas 
Suelos de la zona trufera fueron recogidos para probar la influencia del 
sustrato. Del Monte de Utilidad Publica nº300, Término municipal de El Cubo 
de la Solana, recogimos dos muestras: El Cubo 1 y El Cubo 2. Del Monte de 
Utilidad Publica nº363, Termino municipal de Cabréjas del Pinar, recogimos 
otras dos muestras: Cabréjas 1 y Cabréjas 2.  Las 4 muestras fueron traídas 
al laboratorio y tamizadas (2mm) para eliminar raíces, semillas y piedras. Los 
suelos se pasteurizaron durante 1 hora, a 100°C; los suelos se dejaron enfriar 
a temperatura ambiente y se volvieron a pasteurizar 24 horas más tarde. 
Después se secaron al sol.  
El pH (agua) de los suelos recogidos fue: 
Suelo pH 
El Cubo 1 8,68 
El Cubo 2 8,72 
Cabréjas 1 7,76 
Cabréjas 2 7,67 
La vermiculita y turba fueron esterilizadas en el autoclave a 120°C. 
durante 60 minutos, dejadas a temperatura ambiente y esterilizadas por 
segunda vez a 120°C. durante 60 minutos, 24 horas más tarde. 
Los suelos de zonas de trufa natural se mezclaron con vermiculita 
esterilizada para airear el sustrato (3:1 suelo:vermiculita en volumen). El 
quinto sustrato fue una mezcla de turba:vermiculita, 1:1 en volumen a cuál 
añadimos 200 g CaCO3 / L de sustrato para elevar el pH a 6,7-6,8. 
Antes de plantar las bellotas germinadas, cortamos las raíces más largas 
dejando una longitud máxima de 10-15cm y las sumergimos durante 5 
segundos en una solución de benomyl (1g/L agua) para prevenir la aparición 
de "damping off".  La siembra se realizó en contenedores de polietileno de 
450cc lavados con lejía y aclarados en agua antes de llenarlos con el 
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sustrato. Las plantas se mantuvieron en un invernadero durante 2 meses 
antes de ser inoculadas.  
4. Preparación de la suspensión de esporas e inoculación de las plantas 
Los carpóforos se sacaron de la arena y se limpiaron en agua corriente. 
Los examinamos para quitar esporacarpos dañados. Eliminamos el peridio con 
un bisturí y los cortamos en secciones transversales para examinar la gleba y 
eliminar esporocarpos de identificación cuestionable. La gleba se trituró con 
una batidora de cocina hasta tener una pasta homogénea. La pasta se 
machacó 10-15 minutos más en un mortero hasta tener 1/3-1/2 de los 
ascos rotos, sin dañar las esporas.  
La pasta se diluyó con agua para tener una solución fácil de dispensar 
con una pipeta automática. Cada planta recibió 10 ml. de solución. Las 
concentraciones de esporas fueron: 
T. melanosporum 2 x 106 esporas/planta 
T. brumale 7 x 106 
T. sp. 5 x 106 
En los 5 diferente sustratos tenemos plantas inoculados con T. 
melanosporum, con T. brumale y plantas control no inoculadas. En el sustrato 
de vermiculita-turba tenemos plantas inoculadas con T. sp. y plantas control. 
5. Cultivo en el invernadero durante 3-7 meses 
En total, 210 plantas se mantuvieron en el invernadero durante el verano 
y el otoño. Las plantas se regaron con agua destilada para evitar la posible 
contaminación con esporas de otros hongos. Las necesidades de riego fueron 
determinadas en función de la humedad del sustrato. Registramos la 
temperatura ambiente y la del suelo. Cuando la temperatura ambiente bajó en 
Noviembre, pusimos calefacción en el invernadero para prevenir temperaturas 
inferiores a 3° C. 
6. Examen de los sistemas radiculares 
Sacamos cada planta del contenedor cuidadosamente con todas las 
raíces finas. Lavamos la planta en agua corriente para separar la mayor parte 
del suelo adherido a las raíces. Las partículas más finas de suelo fueron 
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eliminadas con pincel y pinzas bajo la lupa binocular. Para cada sistema 
radicular evaluamos: el tipo de desarrollo, la abundancia de raíces finas y la 
presencia de micorrizas de la especia de Tuber inoculada y la presencia de 
otras micorrizas contaminantes. Empezamos en el cuello de planta y 
continuamos hasta las puntas.  
Resultados 
Los resultados de la Tabla 1 indican que tenemos una diferencia 
importante en el exito de colonizacion entre suelos truferos y sustrato 
artificial. En todos los 4 suelos truferos encontramos mas plantas con 
colonizacion que sin colonización, pero con el sustrato de turba:vermiculita, 
solo observamos colonizacion en 3 de las 24 plantas examinadas.  En el caso 
de T. sp., no tenemos datos de los suelos truferos. 
Tabla 1. Colonización de plantas Quercus ilex inoculado con tres diferente 
especias de Tuber por 5 differente sustratos. 
 
 Cabr. 1 Cabr. 2 Cubo1 Cubo2 Tur:Ver TOTA
L 
       
T. melanosp.       
si 5 4 6 5 0 20 
no 1 3 0 3 5 12 
T. brumale       
si 8 6 8 5 1 28 
no 0 1 0 1 4 6 
T. sp.       
si 0 0 0 0 2 2 
no 0 0 0 0 12 12 
TOTAL 14 14 14 14 24 80 
Discusión 
El objetivo del estudio de sustratos era de evaluar la influencia de los 
suelos de zona trufera en el éxito de colonización. Los resultados en la  Tabla 
1 pertenecen a 80 plantas evaluadas para colonización después de 
inoculación con suspensiones de esporas. El primer examen de las plantas se 
ocurrió 3 meses después de la inoculación, y los siguientes en 6, 9 y 11 
meses. En el primer examen, encontramos un nivel de colonización muy bajo y 
con ectomicorrizas solo en el cuello de la raíz, la zona de mas proliferación de 
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raíces nuevas. Dos de los 3 resultados negativos de T. melanosporum  
ocurrieron en este primer examen. 
Con más tiempo después de inoculación observamos un aumento de 
nivel de colonización en el sistema radicular, hasta el ultimo examen en que 
encontramos raíces muy oscuros en estado de senescencia. Esto puede 
haberse debido a un cambio fuerte en la temperatura del invernadero con un 
periodo de condiciones demasiados secas en el verano.  
Por los cambios de nivel de colonización que encontramos a lo largo del 
tiempo, estos resultados deben ser entendidos cualitativamente. No podemos 
concluir que Cabrejas 1 es mejor que Cubo 2 como sustrato para colonización 
de plantas de Quercus ilex inoculado con esporas de Tuber. Pero con la falta 
de éxito de colonización en el sustrato de turba y vermiculita en las mismas 
condiciones de inoculación y de mantenimiento en el invernadero, podemos 
concluir que los suelos de zonas truferas son mucho más adecuados. 
Una hipótesis para este diferencia es la humedad que mantuvo el 
sustrato artificial con el mismo régimen de riegos. Sabemos que T. 
melanosporum  esta muy bien adaptada a condiciones de sequía. Los suelos 
de zonas truferas tienen niveles entre 63% y 87% de arena, niveles que 
facilitan el drenaje de agua. Hubiera sido interesante tener plantas inoculadas 
con T. sp. en suelos truferos también. 
Otra hipótesis es la diferencia en pH. Los suelos de zonas truferas tienen 
un pH entre 7.7 y 8.7, mientras que el sustrato de turba:vermiculita con 
adiciones de  200 g CaCO3 / L de sustrato tiene el pH a 6,7-6,8. No pudimos 
elevarlo más, incluso con aumentos de CaCO3. 
Con este estudio concluimos que el suelo es un factor fundamental para 
la simbiosis entre la planta y el hongo. Para producción en escala grandes con 
sustratos artificiales, será importante tener la humedad y pH bien 
controlados. 
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4ª fase: Clave sinóptica para la identificación de Tuber melanosporum y otras 
ectomicorrizas de encina en vivero 
Esta clave sinóptica incluye cuatro variables importantes para 
caracterizar las diferentes ectomicorrizas encontradas en este estudio. Estas 
variables son: 1) el color, 2) la morfología de ápices no ramificados, 3) la 
anatomía del manto y 4) las estructuras externas al manto. Para cada variable 
hemos elegido varios valores que describen las diferentes ectomicorrizas o 
condiciones de senescencia o no micorrización.  
Cada especie o condición puede exhibir más de una apariencia en función 
de la edad y madurez de la colonización y también del estado fisiológico o 
sanitario de la raíz. Por ejemplo, las ectomicorrizas de Tuber melanosporum, 
cuando son jóvenes, son más doradas o rojizas. Cuando se hacen más viejas 
tienen un color marrón más oscuro. Y si la raíz ha sufrido una fuerte 
desecación, las micorrizas son negras y no funcionales por lo que deben 
considerarse senescentes. Un ápice de Quercus ilex sin colonización 
micorrícica tiene un aspecto casi translucido, y se pueden distinguir las 
células corticales al microscopio estereoscópico. Pero, a medida que aumenta 
su edad y avanza el proceso de lignificación, su color se vuelve más oscuro y 
aparecen bandas marrones. Los valores de las variables recogidos en la clave 
para cada tipo de ectomicorriza o condición de ápice, son los más 
representativos o los que se encuentran con más frecuencia. 
La clave está construida como una matriz y es fácil de expandir 
añadiendo filas —variables o valores de variables— o columnas —taxones o 
condiciones—a medida que se dispone de más información. En esta clave 
particular, cada uno de los taxones o condiciones está definido por un vector 
diferente de los demás, excepto en el caso de T. melanosporum y T. sp. De 
momento no disponemos de la información necesaria para distinguir estos dos 
tipos de micorrizas de forma concluyente. T. sp. son las micorrizas formadas 
en plantas inoculadas con carpóforos procedentes de China. Creemos que 
estos carpóforos pertenecen a T. indicum. en base a la descripción de Zhang 
y Minter (1988). Las ectomicorrizas formadas por este hongo tienen un 
manto pseudoparenquimatoso de tipo puzzle, típico de las especies de Tuber, 
pero en nuestras síntesis en sustrato de turba y vermiculita, no observamos 
ningún tipo de cistidio específico de T. indicum. La abundancia de cistidios 
depende frecuentemente de la humedad del sustrato (Agerer 1995, pers. 
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com.), y es posible que con otro sustrato, hubiéramos encontrado apariencias 
distintas.  
De momento, no hay una buena descripción de esta ectomicorriza 
publicada, pero estamos en colaboración con otros grupos sobre este tema 
(Bencivenga 1996, pers. com.; Agerer 1995, pers com.). Hasta la fecha 
disponemos de una descripción de la red superficial del manto y de las hifas 
externas del manto presentes en nuestras inoculaciones. (Ver Fase 5, libro de 
fotos de ectomicorrizas). 
La clave está basada en el estudio de plantas de Quercus ilex inoculadas 
con Tuber melanosporum de viveros de España, incluidas nuestras 
inoculaciones en Valonsadero. El Contaminante 1 (CO1) es la ectomicorriza de 
Sphaerosporella brunnea (Meotto y Carraturo 1987-88; Danielson 1984). No 
conocemos la identidad del micobionte de las micorrizas contaminantes CO2, 
C03, y CO4, pero esto no es obstáculo para describirlas y estudiar su ecología 
y competitividad en el futuro (Bencivenga et al. 1995; Zambonelli y Govi 
1991; Mamoun y Olivier 1993.). El analista puede consultar descripciones 
más detalladas de T. melanosporum. y T. brumale en Palenzona, Chevalier y 
Fontana (1972); Chevalier (1973); Zambonelli et al. (1993); y Rauscher, 
Agerer y Chevalier (1995). 
Esta clave no pretende ser exhaustiva, sino ayudar al analista a distinguir 
los contaminantes más frecuentes en los viveros españoles. Idealmente, el 
analista debería tener la responsabilidad de colaborar en la descripción de 
nuevas ectomicorrizas encontradas y, de esta manera, la clave se expandirá y 
mejorará. 
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Clave sinóptica para la identificación de Tuber 
melanosporum y otras ectomicorrizas de encina en vivero 
VARIABLES \ TAXONES O CONDICIONES T.
m
el
T.
br
u
T.
sp
CO
1
CO
2
CO
3
CO
4
Se
ne
s
No
 M
ic
COLOR
  Blanco grisáceo x x
  Blanco con bandas marrones x
  Marrón dorado x x x
  Marrón rojizo x x x
  Marrón oscuro x x x x x x x
  Marrón con ápices blancos x
  Negro x x x
MORFOLOGIA DE PUNTAS NO RAMIFICADAS
  Cilíndrica x x x x x x x
  Cilíndrica, hinchada en el ápice x x x x
  Cilíndrica, con estrangulamientos x
  Irregular, más estrecha en el ápice x x
ANATOMIA DEL MANTO
  Sin manto estructurado x x
  Plectenquimatoso x
  Plect. con estrang. en los septos x
  Pseudoparenquimatoso, puzzle x x x
  Pseudoparenquimatoso, poligonal x x
ESTRUCTURAS EXTERNAS AL MANTO
  Ausencia x
  Espínulas sin ramificaciones x
  Espínulas con ramif. en ángulo recto x
  Pelos radiculares x
  Hifas externas al manto con fíbulas x
  Hifas externas al manto sin fíbulas x x x x  
T. mel = Tuber melanosporum 
T. bru = T. brumale 
T. sp = T. sp., de carpoforos procedentes de China 
CO = Contaminante 
Senes = Senescente 
No Mic = No Micorrizada 
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4ª fase: Método de muestreo de raíces de plantas de Quercus ilex  para 
estimar su nivel de colonización con Tuber melanosporum y con otras 
micorrizas contaminantes 
Introducción: 
Examinar plantas para determinar su nivel de micorrización es un proceso 
muy costoso en tiempo de analista de laboratorio. Por eso es importante 
encontrar un método que minimice el tiempo dedicado a cada planta 
manteniendo la certeza de que el muestreo es representativo. En el método 
francés (Chevalier y Grente 1978), la planta entera es examinada, y se le 
asigna, de manera subjetiva, un nivel de micorrización entre 0 y 5. Este 
método tiene la ventaja de ser rápido, pero tiene el inconveniente de 
depender demasiado del criterio del analista.  
El reciente método italiano (Bencivenga et al. 1995) recomienda tomar 
al menos 8 raíces (4 de la parte distal y 4 de la parte proximal del cepellón) y 
observar los 50 primeros ápices de cada raíz, con un total mínimo de 400 
ápices. Este sistema de muestreo está fundado en la correlación muy baja 
que ellos encuentran entre la parte distal y la parte proximal de la planta, en 
su estudio de 10 especies de árboles diferentes, a pesar de que en Quercus 
ilex encontraron una correlación alta entre ambas partes. Este método tiene 
la ventaja de ser muy objetivo, pero tiene el inconveniente de ser laborioso. 
Nuestro primer objetivo ha sido comprobar si en realidad existen 
diferencias entre la parte distal y la parte proximal de la planta de Quercus 
ilex para ver si es necesario hacer una evaluación independiente de cada parte 
de la planta. El segundo objetivo ha sido determinar el mínimo número de 
ápices que es necesario estudiar para estimar la situación micorrícica de la 
planta con fiabilidad. 
Es importante realizar este estudio sobre plantas similares a las que van 
a ser analizadas. Por ello hemos excluido las plantas que, en una primera 
observación al microscopio estereoscópico, presentaron graves carencias de 
raíces tróficas o de micorrizas, o niveles inaceptables de contaminantes.  
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Material y métodos 
Recolección de datos 
Treinta plantas de Quercus ilex inoculadas con Tuber melanosporum  
procedentes de viveros españoles y franceses, éstas últimas certificadas por 
INRA, fueron evaluadas de la siguiente manera: la planta fue sacada del 
contenedor y cuidadosamente lavada para eliminar todo el sustrato. Para ello 
la planta se mantuvo en un baño durante varias horas para ablandar el 
sustrato que después se fue desprendiendo con movimientos suaves para 
evitar romper los ápices. La planta entera se extendió en una bandeja con 
agua.  
Posteriormente, la planta entera fue examinada al microscopio 
estereoscópico en una primera observación tomando nota de la abundancia 
de raíces tróficas, su nivel de colonización, y la presencia de contaminantes. 
Las plantas que carecían de abundantes raíces tróficas, o cuya colonización 
micorrícica total era claramente inferior al 20%, o cuyo porcentaje de 
colonización con contaminantes era claramente superior al 50% fueron 
descartadas para no aumentar innecesariamente la variabilidad.  
Después, se cortó el sistema radical en dos mitades, la proximal y la 
distal, y se cortó cada una de estas mitades en segmentos de 
aproximadamente 3 cm. Estos segmentos de raíces se distribuyeron 
homogéneamente en una placa de Petri de 17 cm de diámetro con agua y una 
cuadricula de 1.5 cm x 1.5 cm en el fondo. La mitad, elegida al azar, 
aproximadamente de los cuadros se examinaron al microscopio 
estereoscópico contando el numero de ápices perteneciente a cada uno de 3 
grupos: "Micorrizado con Tuber melanosporum", "No micorrizado" o 
"Micorrizado con un contaminante". Los ápices senescentes se contaron 
como "No micorrizados". Todas las micorrizas cuya identificación ofrecía 
dudas al microscopio estereoscópico fueron observadas al microscopio óptico 
para determinar el simbionte con certeza.  
Métodos estadísticos 
Hemos preferido el muestreo de ápices por cuadros al muestreo de 
ápices a lo largo de una raíz usado por Bencivenga et al. (1995) porque la 
probabilidad de que un determinado ápice pertenezca a una de las tres clases 
puede estar influida por la clase a la que pertenezcan los demás ápices de la 
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raíz secundaria. Esta falta de independencia afectaría a la validez de las 
inferencias estadísticas y se puede aminorar al contar los ápices 
comprendidos en un cuadrado que típicamente pertenecen a 3 ó 4 raíces 
secundarias en vez de a una sola como en el método de Bencivenga et al. 
(1995). Este método nos proporciona una visión más global de la planta al 
permitirnos observar más fragmentos de raíz secundaria de más zonas 
distintas del sistema radicular. 
Para el análisis estadístico excluimos 6 plantas por falta de sistema 
radicular suficientemente desarrollado y 4 plantas con un alto nivel de 
contaminantes (mas del doble de ápices micorrizados con hongos 
contaminantes que con T. melanosporum ). Las plantas incluidas en el estudio 
abarcaban todo el rango de situaciones que es razonable esperar. 
El número de ápices que deben ser muestreados para estimar el 
porcentaje de T. melanosporum  o de contaminantes viene dado por la 
ecuación (Krebs 1989):    
  
n = t!
2 "p "q
d2         (1) 
n - número de ápices 
p - proporción de ápices con la micorriza de interés a ápices totales.  
q - (1-p) Utilizaremos el máximo valor posible de p⋅q = 0.25 
tα - Valor crítico de t  
d - amplitud del intervalo de confianza 
Resolviendo para d = 0.1 y α=0.05 (Bencivenga et al. 1995): 
n = (1.982⋅0.25)/0.12 = 96 
El número de ápices necesario para estimar el porcentaje de T. 
melanosporum  (T. melanosporum /nº total de ápices) sería de 96. El número 
de ápices necesario para estimar el porcentaje de contaminantes 
(contaminantes/nº total de ápices micorrizados) sería también de 96, pero 
estas plantas sólo tienen algo menos de la mitad de sus ápices micorrizados, 
por lo que para examinar 100 ápices micorrizados, hay que examinar más del 
doble de esa cantidad, por lo que hemos elegido un tamaño de muestra de 
250 ápices por planta. 
La variable de interés en el estudio es la relación entre el número de 
micorrizas de T. melanosporum y el número de ápices no micorrizados, o el 
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número de ápices micorrizados con un contaminante. Esta relación puede ser 
expresada como porcentaje (Ej. una planta con 33 micorrizas de T. 
melanosporum  y 66 ápices no micorrizados tendría 33/(33+66) =  33% de 
micorrizas de T. melanosporum ). Y también puede ser expresada como 
proporción (Ej. la misma planta tendría una proporción de micorrizas de T. 
melanosporum  de 33/66 = 0.5). Hemos preferido proporciones a 
porcentajes porque su distribución no acotada superiormente, a diferencia de 
los porcentajes, facilita el análisis estadístico.  
Las variables del estudio han sido: 
- Proporción de T. melanosporum  (PT) = T/(N+C) 
- Proporción de Contaminantes (PC) = C/T 
 
 T= número de ápices micorrizados con T. melanosporum  
 N = número de ápices no micorrizados 
 C = número de ápices micorrizados con contaminantes 
Comparación proximal / distal 
Realizamos esta comparación mediante una t de Student de datos 
pareados por planta para determinar si existe una diferencia significativa 
entre la PT de la parte proximal y la PT de la parte distal del sistema radical. 
Repetimos el procedimiento para comparar la PC de la parte proximal y distal 
del sistema radical. En el caso de PC los datos fueron transformados (PCt = 
log(PC+0.01)) para obtener una distribución normal. La unidad experimental 
fue la planta. Estimamos PT y PC en la parte proximal a partir de las 
proporciones observadas en 250 ápices de la parte proximal y PT y PC en la 
parte distal a partir de las proporciones observadas en 250 ápices de la parte 
distal. 
Mínimo número de muestras 
El objetivo del segundo análisis fue comprobar la validez del resultado de 
la ecuación (1) para determinar el mínimo número de ápices cuyo estado 
micorrícico es necesario determinar para estimar las proporciones PT y PC en 
una planta. Para ello, estimamos PT y PC en cada planta a partir de 500 
ápices. Estos 500 ápices constituyen aproximadamente la mitad de los ápices 
de la planta. Hemos considerado las proporciones estimadas a partir de estos 
500 ápices como las proporciones verdaderas de T. melanosporum (PTv) y de 
contaminantes (PCv) de la planta.  
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Las variables de interés en este análisis fueron: 
 1) la diferencia entre PTv y PT estimada a partir de un número de 
ápices x (x = número de ápices; 50<x <400 en incrementos de 50) para cada 
una de las plantas. 
 2) la diferencia entre PCv y PC estimada a partir de un número de 
ápices x (x = número de ápices; 50<x <400 en incrementos de 50) para cada 
una de las plantas. 
A partir de los 500 ápices disponibles por planta (250 ápices de la parte 
distal y 250 ápices de la parte apical considerados indistintamente al no 
haber diferencias entre ambas, ver resultados), hicimos 10 grupos de x ápices 
(x = 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400) de manera aleatoria, 
calculamos la diferencia entre la PT estimada a partir de cada uno de estos 
grupos de muestras (PTx = PT estimada a partir de x muestras) y PTv y 
calculamos el intervalo de confianza (α=0.05) de esta diferencia. Repetimos 
el mismo proceso para PC.  
Consideramos el tamaño de muestra aceptable aquel por encima del cual 
la amplitud del intervalo de confianza no disminuía de manera sustancial, 
siempre que incluyera 0. 
Resultados 
Comparación proximal / distal 
Los resultados de la comparación de la PT(proximal) y la PT(distal) (Fig. 
1) indican que no hay diferencias significativas entre ambas (p < 0.79). 
 
Fig. 1 Box plot de PT en la parte distal y en la parte apical 
de los sistemas radicales de las plantas.  
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Los resultados de la comparación de la PC(proximal) y la PC(distal) (Fig. 
2) indican que no hay diferencias significativas entre ambas (p < 0.68). 
 
Fig. 2 Box plot de PC en la parte distal y en la parte 
apical de los sistemas radicales de las plantas.  
Mínimo número de muestras 
La amplitud de los intervalos de confianza (IC) de las diferencias entre 
PTv y las PT calculadas a partir de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 
ápices están representados en la figura 3. Las diferencias entre PTx y PTv no 
fueron significativamente distintas de 0 para ningún tamaño de muestra. 
Cuando PT se estimó a partir de 100 ápices (PT100), la amplitud media de los 
intervalos de confianza obtenidos es demasiado alta (media(IC100) = 0.17) si 
tenemos en cuenta que las plantas ideales deberían tener una PT superior a 
0.50 (33% de los ápices colonizados con T. melanosporum; ver informe fase 
5). Cuando PT se estima a partir de 150 ápices (x = 150), la amplitud media 
de los intervalos de confianza disminuye a la mitad, pero sigue siendo alta 
(media(IC150) = 0.14). Con x = 250, se alcanza una amplitud media de IC de 
0.08. Aumentando el número de muestras, la amplitud de los intervalos de 
confianza continúa descendiendo, pero de forma menos acusada. 
  0.0
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Figura 3. Amplitud de intervalos de confianza de diferencias entre PTv y PTx. En 
abscisas está representado el número de ápices evaluados utilizado para calcular 
PTx. En ordenadas está representada la amplitud de los intervalos de confianza de 
las diferencias PTv-PTx. La línea une los valores medios de los 10 intervalos de 
confianza calculados para cada tamaño de muestra.  
La amplitud de los intervalos de confianza de las diferencias entre PCv y 
las PC calculadas a partir de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 ápices 
están representados en la figura 4. Las diferencias entre PCx y PCv no fueron 
significativamente distintas de 0 para ningún tamaño de muestra. Cuando PC 
se estimó a partir de 10 ápices (PC100), la amplitud media de los intervalos de 
confianza obtenidos es demasiado alta (media(IC100) = 0.09) si tenemos en 
cuenta que las plantas ideales deberían tener una PC inferior a 0.33 (al menos 
el triple de micorrizas de T. melanosporum que de cualquier otro 
contaminante; ver informe fase 5). Cuando PC se estima a partir de 150 
ápices (x = 150), la amplitud media de los intervalos de confianza disminuye 
a la mitad, pero sigue siendo alta (media(IC150) = 0.06). Con x = 200, se 
alcanza una amplitud de IC de 0.047. Aumentando el número de muestras, la 
amplitud de los intervalos de confianza continúa descendiendo, pero de forma 
menos acusada. 
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Figura 2. Amplitud de intervalos de confianza de diferencias entre PCv y PCx. En 
abscisas está representado el número de ápices evaluados utilizado para calcular 
PCx. En ordenadas está representada la amplitud de los intervalos de confianza de 
las diferencias PCv-PCx. La línea une los valores medios de los 10 intervalos de 
confianza calculados para cada tamaño de muestra. 
Discusión 
Los resultados indican que no hay diferencias en las proporciones de 
Tuber o contaminantes entre la parte proximal y la parte distal del sistema 
radicular de la planta. Este resultado nos permite calcular ambas proporciones 
a partir de una única muestra de todo el sistema radical en conjunto, en vez 
de a partir de dos, con el consiguiente ahorro de tiempo en la preparación y 
conteo de la muestra. 
La recomendación de Bencivenga et al. (1995) de muestrear por 
separado la parte proximal y distal está basada en sus datos obtenidos a 
partir de 10 especies. Esta recomendación nos parece justificada sin tener en 
cuenta la interacción entre la diferencia proximal/distal y la especie. Ni sus 
datos para Q. ilex ni los nuestros sugieren la necesidad de tomar dos 
muestras (proximal y distal) por planta. 
Nuestros resultados están basados en plantas de Quercus ilex  cultivadas 
e inoculadas en viveros especializados en producción de planta de calidad 
micorrizadas con T. melanosporum. Por ello, el método de muestreo derivado 
de estos resultados sólo debe ser aplicado a plantas de éstas características 
y debería ser testado antes de aplicarse a plantas de otras condiciones.  
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Las proporciones de T. melanosporum (PT) estimadas a partir del conteo 
de 100 ápices no son significativamente distintas de las obtenidas a partir del 
total de ápices, pero esto no es debido a una pequeña diferencia entre 
ambas, si no a la gran variabilidad. Incluso con 150 ápices, la variabilidad es, a 
nuestro juicio, demasiado alta. Por ello consideramos que el número mínimo 
de ápices recomendado por la fórmula (1) para PT es demasiado bajo. Esto 
puede ser debido al efecto de agregación que no es eliminado por completo al 
hacer el muestreo por cuadrados aleatorios.  
El número de ápices examinados para estimar PC ha sido 
aproximadamente la mitad de los examinados para PT, puesto que 
aproximadamente la mitad de los ápices no eran micorrícicos y PC esta 
calculado sobre ápices micorrícicos. En este caso el resultado de la fórmula 
(1) sí ha sido satisfactorio, pues la amplitud de los intervalos de confianza 
disminuye con 100 ápices micorrícicos (correspondientes a 200 ápices 
totales evaluados). 
Posiblemente un conteo de 200 ápices fuera adecuado para estimar las 
proporciones verdaderas tanto de PC como de PT, pero preferimos 
recomendar el conteo de 250 ápices para garantizar mayor certeza de las 
evaluaciones en casos de alta agregación. Ademas, la diferencia entre el 
tiempo empleado en contar 200 ápices y el tiempo empleado en contar 250 
ápices no llega al 10% del tiempo empleado en evaluar una planta. Por ello 
concluimos que con un conteo de 250 ápices podemos estimar con una 
confianza razonable la proporción de ápices micorrizadas con T. 
melanosporum y la proporción de ápices micorrizados con contaminantes en 
una planta.  
Durante el desarrollo de un programa de certificación, sería aconsejable 
revisar la amplitud de los intervalos de confianza de las diferencias entre las 
proporciones estimadas a partir de varios tamaños de muestra y, si las 
distribuciones lo permiten, reducir el número de muestras en una segunda 
fase.  
La experiencia del analista será fundamental para aumentar el 
rendimiento del proceso. En este método de muestreo hay varios puntos 
críticos que dependen de la experiencia y profesionalidad del analista: 1) 
detectar contaminantes y el estado general de colonización, en una primera 
observación permitirá eliminar plantas que no llegarían a los mínimos exigibles 
sin invertir tiempo en examinar 250 ápices; 2) cortar el sistema radical en 
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segmentos sin dañar los ápices para poder identificar su situación micorrícica 
después; 3) distribuir los segmentos de raíz de forma uniforme y no sesgada 
sobre la cuadricula para que la estimación estadística sea válida. 
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5ª fase: Determinación del número de plantas que deben ser examinadas en el 
control de un lote de plantas de Quercus ilex inoculadas con Tuber 
melanosporum 
Introducción: 
La etapa final en el método de control de plantas comercialmente 
inoculadas con Tuber melanosporum es la determinación de cuantas plantas 
por lote deben ser examinadas para tener una buena estimación del lote. 
Dado que el examen de la planta es destructivo y representa un coste para el 
vivero y otro coste para el laboratorio evaluador, es importante minimizar el 
número de plantas examinadas, sin comprometer la validez de los resultados 
obtenidos.  
El primer método Italiano (Bencivenga 1987) recomendaba evaluar un 
3% de las plantas de un lote, con un mínimo de 6 plantas en lotes de menos 
de 200 plantas y, en el caso de que apareciera una planta de condiciones 
marcadamente pobres, tomar otra muestra del 6% del lote. En su obra más 
reciente, los investigadores italianos han concluido que el 1% es suficiente 
cuando la variabilidad del lote es muy baja (Bencivenga 1995).  
El objetivo de este apartado ha sido comprobar los resultados de estos 
autores y su aplicabilidad a la planta de Quercus ilex producida en los viveros 
españoles. 
Métodos y Resultados 
Cálculo del número mínimo de plantas necesario para estimar PT y PC. 
Desarrollamos este estudio en tres fases. Primero estimamos la 
variabilidad de la proporción de T. melanosporum (PT= T/(N+C)) y la 
proporción de contaminantes (PC = C/T) siguiendo el método descrito en la 
fase 4, en los dos lotes de plantas (lotes 1 y 2) que sirvieron para estimar el 
número mínimo de ápices por planta (ver fase 4). Después, una vez conocida 
la variabilidad en estos lotes, calculamos el número de plantas necesario para 
estimar PT y PC y lo aplicamos a otros tres lotes para comprobar su validez. 
Posteriormente hicimos una estimación usando el conjunto de los 5 lotes. 
El número de plantas que deben ser analizadas para estimar  PT o PC de 
un lote viene dado por la ecuación (Krebs 1989): 
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        (1) 
n - número de plantas 
s - desviación típica de la variable 
tα - Valor crítico de t  
d - amplitud del intervalo de confianza 
Utilizamos 5 puntos porcentuales como amplitud del intervalo de 
confianza (I.C.) deseado (Bencivenga et al. 1995) alrededor del límite inferior 
aceptable para PT (PT = 0.5, ver fase 5, Método) y del límite superior 
aceptable para PC (PC = 0.33 en plantas con PT mínima (PT = 0.5), ver fase 
5, Método). Hemos elegido los valores límites de PT y PC porque 
consideramos que el método propuesto debe tener su mayor precisión 
alrededor de los límites de admisión de los lotes. Las proporciones fueron 
transformadas para obtener distribuciones más próximas a la normal. Para PT, 
la transformación utilizada fue t(PT) = log(PT). Para PC, la transformación 
utilizada fue t(PC) = log(PC+0.1). La Tabla 1 presenta las conversiones del 
intervalo de confianza en porcentajes —las unidades usadas por Bencivenga 
et al. (1995)— a proporciones —las unidades usadas en este estudio— y a 
logaritmos de proporciones —la escala utilizada en el análisis estadístico. 
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Tabla 1. Correspondencia entre la amplitud del intervalo de confianza expresado en 
porcentajes, proporciones y logaritmo de proporciones. 
 porcentaje proporción log(proporción) 
I.C. de PT    
límite inferior  28.3 28.3/(100-28.3)= 
0.39 
log(0.38)= -0.4202 
valor medio  33.3 33.3/(100-33.3)= 
0.50 
log(0.5)= -0.3010 
límite superior  38.3 38.3/(100-38.3)= 
0.62 
log(0.62)= -0.2076 
amplitud  (38.3-28.3)/2= 5 (0.62-0.39)/2= 0.12 (-0.2-(-0.42))= 0.1063 
I.C. de PC    
límite inferior 6 6/(33.3)= 0.18 log(0.18+0.1)= -0.5528 
valor medio 11 11/(33.3)= 0.33 log(0.33+0.1)= -0.3665 
límite superior 16 16/(33.3)= 0.48 log(0.48+0.1)= -0.2366 
amplitud (16-6)/2= 5 (0.48-0.18)/2= 0.15 (-0.24-(-0.55))= 0.1580 
Primera estimación 
En primer lugar calculamos el tamaño mínimo de muestra para estimar PT 
a partir de 10 plantas de cada uno de los lotes 1 y 2. 
Para estimar la varianza de PT utilizamos la varianza media de estos dos 
lotes (Tabla 2)(Steel y Torrie 1980).  
  
s 2 = s 1
2 +s 22
2 =
0.0218 + 0.0224
2 = 0.022                            (2)
  
s2 =  varianza media
s12 =  varianza lote 1
s2
2 =  varianza lote 2
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Tabla 2. Medias y varianzas de log(PT) y log(PC+0.1) en los 5 lotes de plantas 
estudiados. 
lote media  
log(PT) 
media 
log(PC+0.1) 
varianza 
log(PT) 
varianza 
log(PC+0.1) 
1 0.0451 -0.6332 0.0218 0.0506 
2 -0.2928 -0.5687 0.0224 0.0729 
3 -0.1959 -1 0.0329 0 
4 -0.3239 -0.7713 0.0600 0.1401 
5 0.02171 -0.9112 0.0071 0.0358 
media   0.0288 0.0599 
Resolviendo la ecuación (1) para: 
 
d = 0.1063 (de Tabla 1) 
s = √s2 = 0.149   (de ecuación (2)) 
t0.05, 10 = 2.228 
  
n = 2.228 !0.1490.106
" 
# 
$ % 
& 
' 
2
= 9.8 plantas  
Después calculamos el tamaño mínimo de muestra para estimar PC. 
Para estimar la varianza de PC utilizamos la varianza media de estos dos 
lotes (Tabla 1)(Steel y Torrie 1980).  
  
s 2 = s 1
2 +s 22
2 =
0.0506 + 0.0729
2 = 0.062                            (3)
  
s2 =  varianza media
s12 =  varianza lote 1
s2
2 =  varianza lote 2  
Resolviendo la ecuación (1) para: 
d = 0.158 (de Tabla 1) 
s = √s2 = 0.249   (de ecuación (3)) 
t0.05, 12 = 2.179 
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n = 2.179 !0.2490.158
" 
# 
$ % 
& 
' 
2
= 11.8 plantas  
Para estimar PT es necesario estudiar 10 plantas, mientras que para 
estimar PC son necesarias 12 plantas. Los lotes 1 y 2 no eran lotes 
comerciales por su alto nivel de contaminantes. Su uso principal fue el 
entrenamiento de un analista en la observación de contaminantes. Por ello 
consideramos que su varianza sería más alta que la de los lotes que los 
viveristas enviarían para su control y decidimos utilizar un tamaño de muestra 
de 10 plantas tanto para PT como para PC.  
Validación de la estimación 
Tomamos una muestra de 10 plantas de otros tres lotes para comprobar 
la validez de los resultados obtenidos en la estimación anterior. Los 
resultados de este estudio están recogidos en la Tabla 3.  
Tabla 3. Amplitud de los intervalos de confianza de log(PT) y log(PC+0.1) estimados a 
partir de una muestra de 10 plantas en los lotes 3, 4 y 5. 
Lote I.C.  
log(PT) 
I.C.  
log(PC+0.1) 
Amplitud I.C. 
log(PT) 
Amplitud I.C. 
log(PC+0.1) 
3 -0.323, -0.068 -1, -1 0.128 0 
4 -0.496, -0.151 -1.035, -0.507 0.173 0.264 
5 -0.038, 0.081 -1.044, -0.778 0.059 0.133 
Amplitud media   0.12 0.11 
Amplitud deseada 
(Tabla 1) 
  .12 .15 
La amplitud media de los intervalos de confianza para log(PT) ha sido 
igual a la máxima tolerada, pero en dos de los lotes ha sido superior. Para 
estos dos lotes, el número de muestras no ha sido suficiente para obtener un 
intervalo de confianza de la amplitud deseada (Tabla 1). En cambio para el 
último lote, mucho más homogéneo, hubiera bastado con 3 plantas para 
obtener el intervalo de confianza deseado. 
El tamaño de muestra de 10 plantas ha sido suficiente para PC. La 
amplitud media del intervalo de confianza de log(PC+0.1) ha sido inferior a la 
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deseada. Dos de los tres lotes han presentado amplitud de I.C. menor que la 
máxima prevista y uno, superior. 
En vista de estos resultados hemos estimado el tamaño mínimo de 
muestra a partir de todos los lotes, utilizando la varianza media de los 5 lotes. 
Los resultados están recogidos en la Tabla 4.  
Tabla 4. Tamaño de muestra para log(PT) y log(PC+0.1) estimado a partir de los 5 
lotes. 
 Varianza Amplitud I.C. Num plantas 
log(PT)  0.0288 0.106 12.1 
log(PC+0.1)  0.0599 0.158 11.6 
Según este análisis es necesario evaluar 12 muestras para estimar PT y 
PC con la amplitud de I.C. mencionada en lotes de variabilidad similar a la de 
los nuestros.  
Cálculo del número mínimo de plantas necesario para estimar la calidad de 
planta del lote. 
Las variables de calidad de planta son cualitativas. Así una planta puede 
estar sana o no. Siguiendo el criterio de Peñuelas (1995), un lote de plantas 
en el que más de un 5% (I.C. = 0, 0.15) de plantas no cumplan los criterios 
de calidad de planta no debería ser admitido. Para una muestra de 12 plantas 
sólo es posible aceptar el lote si todas las plantas cumplen los criterios. Si al 
menos una planta no los cumpliera, el intervalo de confianza del 95% sería: 
I.C. = 0.002, 0.37 (Steel y Torrie 1980).  
Si en el proceso de evaluación aparece una planta rechazada por motivos 
de calidad de planta en la primera observación (ver fase 4), sería preciso 
obtener una muestra mucho mayor para obtener un intervalo de confianza 
más reducido.  
El tamaño de la muestra necesaria viene dado por la ecuación (Krebs 
1989): 
  
n = t!
2 "p "q
d2         (4) 
n - número de plantas 
p - porcentaje de plantas rechazadas.  
q - (1-p)  
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tα - Valor crítico de t  
d - amplitud del intervalo de confianza 
Resolviendo la ecuación (4) para los parámetros recomendados por 
Peñuelas (1995): 
d = (0.15-0)/2 = 0.075 
p = 0.15 (límite superior del intervalo de confianza) 
α = 0.05  
obtenemos un tamaño de muestra de: 
n = (1.9872⋅0.15⋅0.85)/0.0752 = 90 
El resultado de esta ecuación debe ser tomado teniendo en 
consideración que estamos tratando con una variable binomial cuya varianza 
es función de la media. Por ejemplo, para una muestra sin ninguna planta 
rechazada, con un tamaño de muestra de 23 sería suficiente para obtener un 
I.C. de amplitud menor de 0.075. En cambio para una muestra con el 50% de 
plantas rechazadas serían necesarias 200 plantas para obtener un intervalo 
de confianza de la misma amplitud. 
Sería recomendable hacer un muestreo secuencial en el que el analista 
compute el intervalo de confianza cada 5 ó 10 plantas a partir de la vigésima 
tercera que sería la primera para la que la amplitud del intervalo de confianza 
sería menor del deseado, suponiendo que ninguna planta sea rechazada. De 
esta manera, el lote podría ser aceptado si el límite superior del I.C. no 
superase el límite establecido antes de llegar a las 90 plantas, o podría ser 
rechazado si el límite inferior del I.C. superase el valor de referencia (5%) 
aunque no se haya llegado a las 90 plantas. 
Por ejemplo, una muestra en la que al llegar a la planta 50 se hubieran 
rechazado 2 plantas, se podría admitir (I.C.: 0.05, 0.14), y una muestra en la 
que al llegar a la planta 10 se hubieran rechazado 3 plantas, no se podría 
admitir (I.C.: 0.06, 0.65). 
El intervalo de confianza dependerá del numero de plantas analizadas y 
del número de plantas rechazadas hasta el momento y se puede hallar en las 
tablas de intervalos de confianza binomiales (Steel y Torrie 1980). 
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Discusión 
Tres de estos cinco lotes han sido producidos por viveros aún 
incipientes. Eso puede explicar su alta variabilidad. A medida que el sector se 
estabilice será más fácil encontrar lotes de variabilidad más parecida a la del 
lote 5.  
En un muestreo secuencial, no será preciso analizar las 12 plantas si con 
un número de plantas inferior se cumplen los criterios prefijados. 
El método italiano (Bencivenga et al. 1987 y 1995) recomienda un 
tamaño de muestra en función del tamaño del lote. De esta manera, la 
amplitud de los intervalos de confianza obtenidos dependerá del tamaño del 
lote. Así, en los lotes pequeños la precisión de la estimación puede ser 
demasiado baja, mientras en los lotes grandes se incurrirá en un gasto 
superfluo obteniendo una precisión superior a la necesaria. Para mantener la 
precisión constante, el número de plantas examinadas debe mantenerse 
constante. La muestra no deja de ser representativa de la población de la que 
proviene cuando el tamaño de la población aumenta. El único requisito para 
que una muestra de doce plantas sea representativa del lote del que proviene 
es que las plantas hayan sido seleccionadas de forma absolutamente 
aleatoria. El tamaño de la muestra necesaria para obtener un I.C. de 
determinada amplitud sí depende de la variabilidad del lote del que es 
extraída. Por eso es recomendable analizar un número de muestras inferior en 
lotes de menor heterogeneidad. 
El tamaño de muestra recomendado está basado en las amplitudes de los 
intervalos de confianza recomendadas por los investigadores italianos 
(Bencivenga, com. pers.) debido a la carencia de datos experimentales en 
España. Sería necesario corroborarlos mediante experimentos en el campo, 
donde se pudiera estudiar el establecimiento y permanencia de la 
ectomicorriza y la posterior fructificación de T. melanosporum en función de 
la proporción de ectomicorrizas de T. melanosporum (PT) y la proporción de 
contaminantes (PC) presentes en los lotes en el momento de ser plantados. 
Estos datos nos permitirían ajustar la amplitud de los intervalos de confianza 
a las necesidades reales de los cultivadores. 
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Informe del viaje al Institut für Systematische Botanik der Universität 
München, Section Mykologie. Menzingerstr. 67, D-80638 Munich. 
13-24 de Noviembre de 1995. Christine Fischer  
El objetivo de este viaje fue mejorar las técnicas para describir 
ectomicorrizas con el Profesor Reinhard Agerer, editor e investigador principal 
del Colour Atlas of Ectomycorrhizae (1987-95), obra de referencia en la 
materia. Durante las dos semanas, trabajé en su laboratorio con plantas de 
Quercus ilex inoculadas con diferentes hongos de viveros españoles, incluida 
Q. ilex inoculada con Tuber brumale en Valonsadero. Con la supervisión del 
Prof. Agerer estudié con mucho detalle las fichas macroscópicas y 
microscópicas en su método de descripción: Checklists A, B, C1 y C2 (Agerer 
1987-95). El Prof. Agerer me recomendó las técnicas más apropiadas para 
observar detalles importantes en los diferentes niveles de los mantos y me 
ofreció sus sugerencias sobre nuestro trabajo. 
Lavado 
La primera técnica para empezar con la descripción es el método de 
limpiar las raíces. En el I.S.B. hacen mucho hincapié en los detalles del lavado, 
porque sin material bien preparado, se pierden ápices, rizomorfos, cristales y 
caracteres en la superficie del manto. Con su método, las raíces se lavan en 
agua fría, con movimientos suaves sin presión de agua corriente. El agua se 
cambia muchas veces hasta que se haya eliminado la mayoría del sustrato. El 
sustrato que queda adherido a la raíz se quita con pinzas al microscopio 
estereoscópico. 
Preparación de ápices para el microscopio 
El uso de la preparación aplastada de ápices para examinar las 
ectomicorrizas ha sido una preparación rápida y muy común (Ingleby 1990). 
La raíz se coloca en el portaobjetos en tinciones para distinguir tejido de 
hongo (azul de algodón o azul de toluidina), o en KOH para disolver las células 
de la planta y así facilitar la observación de la ectomicorriza. La raíz se aplasta 
debajo del cubre objetos y se examina al microscopio en campo claro. Esta 
técnica de preparación aplastada tiene la ventaja de ser muy rápida pero tiene 
muchas limitaciones cuando la ectomicorriza tiene un manto grueso y con 
distintas organizaciones entre la parte superficial y la interior, mas cerca de la 
Red de Hartig. Ademas el KOH causa cambios de color distintos en diferentes 
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especies del árbol que pueden interferir con la observación del color 
verdadero de la ectomicorriza. Por ejemplo, KOH con raíces de Quercus ilex 
causa una reacción roja, muy rápida y brillante. 
Una solución para mejorar las observaciones es la preparación de 
secciones longitudinales en un corte muy fino hecho con una aguja. Con estas 
secciones finas, las hifas del manto son más visibles y no sufren 
desplazamientos ni interferencias con tejidos de la raíz. El KOH no es 
necesario y la sección del manto se puede observar fresca en agua. Además,  
el uso del microscopio Nomarski para observar las preparaciones de secciones 
longitudinales permiten la observación de un único plano. 
Discusiones sobre Tuber 
El equipo del I.S.B. ha descrito 3 micorrizas de Tuber recientemente. 
Esto me ha proporcionado la oportunidad de discutir los caracteres más 
representativos de las micorrizas de Tuber con ellos. Un tema particularmente 
importante es el de las descripciones de los cistidios, las espínulas y las hifas 
externas del manto. En su estudio de T. melanosporum en Corylus avellana, 
no observó hifas externas del manto. En nuestro estudio de plantas de Q. ilex 
inoculadas con T. melanosporum, se observan hifas externas del manto y una 
abundancia de espínulas. En su opinión, con observaciones de las tres 
especies de Tuber, la frecuencia de hifas externas del manto y cistidios puede 
ser debida a la composición y las condiciones del humedad del sustrato.  
El Prof. Agerer está interesado en colaboraciones con las descripciones 
de Tuber brumale y Tuber indicum. Un problema difícil en las descripciones de 
estas ectomicorrizas es la presencia de hifas contaminantes que se pueden 
encontrar en suelos truferos o en sustratos no estériles. Todavía no ha sido 
publicada una buena descripción de la ectomicorriza de Tuber indicum. 
Gracias a la colaboración establecida con el grupo del Prof. Agerer 
disponemos de una descripción de la superficie del manto, del manto interior 
y de las hifas externas del manto que observamos en nuestros ensayos (ver 
Libro de Fotos, Fase 5).  
Al finalizar la visita, el Prof. Agerer me ofreció su asistencia cuando nos 
surjan problemas en el trabajo en Valonsadero y puso a nuestra disposición 
una copia de sus nuevas descripciones y clave de micorrizas de Tuber  en 
Quercus  en proceso de publicación, que hemos podido utilizar desde tres 
meses antes de su distribución. 
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5ª fase: Método de control de planta de Quercus ilex inoculada con Tuber 
melanosporum 
Introducción: 
El proceso de certificación de plantas inoculadas con diferentes especies 
de Tuber ha sido desarrollado desde 1979 en Francia e Italia (Chevalier y 
Grente 1978; Bencivenga et al. 1987), con cambios más recientes en el 
método Italiano (Bencivenga et al. 1995a). Con el creciente interés en 
truficultura en España apoyado en parte por las subvenciones para 
repoblaciones de tierras agrícolas marginales, ha comenzado a desarrollarse 
en nuestro país una industria de producción de planta autóctona, inoculada 
con Tuber melanosporum.  
Los viveristas franceses disponen de un servicio de certificación del INRA 
que proporciona a sus clientes la garantía de que las plantas están bien 
inoculadas. Los viveristas españoles productores de planta micorrizada no 
disponen de este servicio y se ven obligados a vender planta de la misma 
calidad que la francesa a precios inferiores. La aplicación del método de 
control que proponemos permitiría a nuestros viveristas proporcionar a los 
agricultores una planta autóctona garantizada y competir en igualdad de 
condiciones con los demás viveristas europeos. 
Procedimiento de control  
Identificación del lote 
El control de plantas empieza con el examen de los documentos de 
identificación de un lote homogéneo de plantas que incluye la procedencia de 
la bellota y el pasaporte fitosanitario establecido y regulado por la Orden 
Ministerial de 17 de mayo de 1993 (Peñuelas 1995). Estos documentos 
también deben incluir la fecha de siembra y la fecha de inoculación con Tuber 
melanosporum.  
Un lote homogéneo significa que todas las plantas tienen idénticos a) 
procedencia de bellota, b) lote de inóculo, c) proceso y fecha de inoculación, 
d) sustrato y d) régimen de riego. No importa la diferente altura de las 
plantas, porque en nuestro caso, la homogeneidad del sistema radicular es lo 
más importante, y la variabilidad de alturas de Q. ilex depende más del rango 
genético disponible dentro de una procedencia. Cuando el lote de plantas ha 
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sido correctamente identificado, el analista puede proceder a la toma de 
muestras para su estudio en el laboratorio. 
Toma de muestras 
La fase de muestreo del lote es posiblemente la más crítica, pues en su 
aleatoriedad se basa toda la información que obtendremos del análisis de la 
muestra. 
El agente de control debe desplazarse al vivero y tomar una muestra de 
12 plantas (ver fase 5) de forma absolutamente aleatoria sirviéndose de una 
tabla de números aleatorios o de cualquier otro método que garantice la 
ausencia de cualquier tipo de sesgo a la hora de tomar la muestra. 
Las plantas deben transportarse en una nevera portátil y una vez en el 
laboratorio deben guardarse en cámara fría a 4°C. El agente de control debe 
documentar la fecha del muestreo y las condiciones de transporte y 
almacenamiento. Si encontramos problemas de desecación o pudriciones en 
las plantas, será importante disponer de datos que permitan estimar si los 
problemas han ocurrido antes o después de la salida de las plantas del vivero.  
La evaluación de las plantas debe hacerse en el plazo de dos semanas a 
partir de la toma de muestras en el vivero. 
Procedimiento de lavado 
El analista debe sacar las plantas de los contenedores cuidadosamente 
con el cepellón entero y sumergirlas en un baño de agua para empapar el 
sustrato. Después, procederá a eliminar el sustrato de las raíces de las 
plantas, una por una, en una bandeja de agua con agitaciones suaves para no 
romper los ápices cambiando el agua frecuentemente. Los restos de sustrato 
que quedan adheridos a las raíces se pueden eliminar con pinzas finas bajo el 
microscopio estereoscópico durante la primera observación. Las plantas no 
deben permanecer en agua más de 24 horas antes de proceder a su examen 
al microscopio. 
Evaluación de calidad de planta 
Consideramos fundamental que la calidad de planta sea el primer criterio 
para el control. En las Normas Cualitativas de CEE (aún pendientes en 
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España), las partidas estarán formadas por, al menos, un 95% de plantas de 
calidad comercial (Peñuelas 1993b, 1995).  
El primer paso en el examen de cada planta es la evaluación de su 
calidad. Los criterios de calidad de planta (definidos en el apéndice 1) están 
basados en las ideas propuestas por Peñuelas (1993b, 1995). Las plantas 
que no cumplan todos los criterios de calidad, pueden ser excluidas del 
proceso laborioso de conteo de ápices.  
El analista deberá documentar en la Hoja de Datos de Planta (Apéndice 
2) los resultados de la evaluación de calidad de planta rellenando cada casilla 
con un "1" si la planta cumple el criterio y con un "0" si no lo cumple. 
Primera observación al microscopio estereoscópico 
El segundo paso en el examen es una primera observación de todo el 
sistema radical de la planta al microscopio estereoscópico. El analista 
examinará el sistema radical desde el cuello de la planta hasta los ápices más 
distales, observando la abundancia de raíces tróficas, el estado micorrícico, la 
presencia, desarrollo y apariencia general de las micorrizas de T. 
melanosporum, y la presencia de contaminantes (entendemos como 
contaminantes las micorrizas de hongos distintos de T. melanosporum). En 
esta etapa el analista tiene que examinar al microscopio óptico los ápices 
cuyo estado micorrícico sea incierto para facilitar el conteo posterior.  
Si se encuentran ápices micorrizados con una especie de Tuber distinta 
de T. melanosporum el lote deberá ser rechazado. El analista tiene la 
responsabilidad de verificar cuidadosamente la identidad del hongo y obtener 
asistencia exterior si fuera preciso para verificar la identidad de la micorriza 
antes de rechazar todo un lote. El analista deberá documentar estos casos 
para hacer en el futuro un seguimiento del vivero donde se ha encontrado el 
contaminante. 
Los demás criterios que deben cumplir las plantas en esta fase son: 
a) abundantes raíces tróficas, claramente suficientes para contar un 
mínimo de 250 ápices; 
b) porcentaje de micorrización no claramente inferior al 10%; 
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c) porcentaje de micorrizas contaminantes no claramente superior al 
50%. 
Los resultados de la primera observación al microscopio estereoscópico 
deben ser documentados en la Hoja de Datos de Planta  (Apéndice 2) 
rellenando cada casilla con un "1" si la planta cumple el criterio y con un "0" 
si no lo cumple. 
Las plantas que no cumplan estos criterios pueden ser excluidas del 
proceso laborioso de conteo de ápices.  
Conteo de ápices 
El análisis de las plantas que cumplen los criterios de calidad y los de la 
primera observación, continúa con el conteo de ápices para determinar las 
proporciones de T. melanosporum (PT) y de contaminantes (PC). El 
procedimiento es el siguiente: 
1) Eliminar el tallo y cortar el sistema radicular de la planta en dos o en 
cuatro partes iguales en sentido longitudinal. 
2) Colocar la mitad del sistema radical en la bandeja de análisis. 
3) Cortar el sistema radical en segmentos de 2-3 cm evitando romper 
ápices. 
4) Separar los segmentos y distribuirlos homogéneamente por toda la 
superficie de la bandeja evitando romper ápices  
La bandeja de análisis tendrá agua hasta una profundidad de 2 a 3 cm y 
dispondrá de una cuadrícula en el fondo de 1 cm. x 1 cm. La cuadrícula estará 
marcada con cuadros de 4 colores diferentes distribuidos de forma aleatoria 
para permitir un muestreo al azar de todo el sistema radical (Apéndice 5). 
5) Elegir aleatoriamente uno de los colores de los cuadros de la 
cuadrícula. 
6) Localizar el primer cuadro del color seleccionado empezando por el 
extremo superior izquierdo de la cuadrícula. 
7) Observar los ápices que están dentro del cuadro y los que están sobre 
las lineas superior e izquierda del cuadro.  
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8) Contar el número de ápices, observados en el cuadro, pertenecientes 
a cada una de las 3 categorías: "Micorrizado con T. melanosporum ", 
"Micorrizado con un contaminante" o "No micorrizado" (los ápices 
senescentes se incluirán en la categoría de "No micorrizado") y anotar 
estos 3 números en la casilla correspondiente de la Hoja de Datos de 
Planta (Apéndice 2).  
9) Desplazar el campo de visión del microscopio estereoscópico 
siguiendo la cuadrícula hacia la derecha hasta encontrar el siguiente 
cuadro del mismo color. Si no hubiera más cuadros del mismo color en 
la fila, bajaríamos a la fila inferior barriéndola de derecha a izquierda. 
9) Repetir 7, 8 y 9 hasta haber observado 250 ápices. Si al terminar los 
cuadros de un color no se ha llegado a 250 ápices, seleccionaríamos 
también aleatoriamente otro color y volveríamos al punto 6. Si 
después de observar todos los cuadros no se hubiera llegado a 250 
ápices repetiríamos el proceso desde el punto 2 con la otra mitad del 
sistema radical. 
Determinación de las proporciones de cada planta 
Las proporciones se calcularán a partir del número de ápices en cada 
categoría después de haber examinado 250 ápices. El cálculo es sencillo y se 
podrá hacer fácilmente con una calculadora en el laboratorio después de 
examinar cada planta. Así, el analista tendrá la oportunidad de verificar los 
totales y descansar los ojos del microscopio. 
Los cálculos son los siguientes: 
- Proporción de T. melanosporum (PT) = T/(N+C) 
- Proporción de Contaminantes (PC) = C/T 
T= número de ápices micorrizados con T. melanosporum  
N = número de ápices no micorrizados 
C = número de ápices micorrizados con contaminantes 
El analista debe introducir los datos de la planta en la Hoja de Datos de 
Planta  (Apéndice 2). 
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Determinación de intervalos de confianza de PT y de PC de un lote 
Después de hacer los cálculos para cada planta, y completar la Hoja de 
Datos de Planta  (Apéndice 2), el analista debe introducir los datos de la 
planta en la Hoja de Datos de Lote  (Apéndice 3) de la forma siguiente: 
Planta: Número correlativo de la planta dentro de la muestra del lote; 
Calidad planta: 1 si la planta cumple todos los criterios; 0 si no cumple 
algún criterio; 
1ª Observ.: 1 si la planta cumple todos los criterios; 0 si no cumple algún 
criterio; 
PT: Valor de PT de la planta; 
PC: Valor de PC de la planta. 
La decisión de admitir o rechazar un lote se tomará en función de si las 
plantas cumplen los criterios de: 1) calidad de planta, 2) de la primera 
observación y 3) de los intervalos de confianza de PT y PC . El intervalo de 
confianza se computará con la siguiente fórmula (Steel y Torrie 1980): 
  
Lim . inf. = x + t! ,n "1
s 2
n
Lim . sup. = x " t! ,n "1
s 2
n
    
  
x =  media
t
! ,n "1 =   t para un nivel de sig.  ! y n -1 grados de libertad
s2 =  varianza
n  =  número de plantas
 
Sugerimos que el muestreo se lleve a cabo de forma secuencial. Así, el 
analista computará los intervalos de confianza cada vez que añade los datos 
de una nueva planta a la Hoja de Datos de Planta a partir de la quinta. Si el 
lote es homogéneo y de alta calidad, los limites inferiores de PT y superiores 
de PC pueden indicar claramente que el lote cumple los requisitos deseados y, 
si las plantas cumplen los demás criterios, se podrá admitir el lote sin 
examinar más plantas. Este cálculo se puede automatizar sencillamente en 
una hoja de cálculo informática (Apéndice 6). Si los I.C. calculados con 5 
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plantas no cumplen los criterios, el analista debe continuar analizando plantas 
hasta que se cumplan los criterios o hasta llegar a las 12 plantas.  
Este muestreo secuencial del lote para estimar los I.C. de PT y PC 
permite una rápida evaluación de lotes homogéneos y de buena calidad. La 
necesidad de evaluar muestras completas de 12 plantas es consecuencia de 
una heterogeneidad de los lotes que pensamos que irá disminuyendo a 
medida que el sector viverista se vaya desarrollando. 
Criterio de control 
El lote será admitido cuando se cumplan los siguientes criterios: 
a) No debe haber ningún planta que no haya cumplido los criterios de 
calidad. 
b) No debe haber ninguna planta que no haya cumplido los criterios de la 
primera observación. 
c) No debe haber ninguna planta que tenga una PT menor de 0.11 
(10%). 
d) No debe haber ninguna planta que tenga una PC mayor de 0.50 
(50%). 
e) El limite inferior del I.C. de PT debe ser mayor de 0.50. 
f) El limite superior del I.C. de PC debe ser menor de 0.33. 
g) No debe haber ninguna planta con micorrizas identificadas de una 
especie de Tuber distinta de T. melanosporum. 
Si un lote no cumple los criterios e, f, y g, el lote no podrá ser admitido. 
Si un lote cumple los criterios de e, f, y g, pero 1 ó 2 plantas no 
cumplen los criterios a, b, c, o d, el lote puede someterse a una segunda 
evaluación con una muestra mayor. 
Si un lote cumple los criterios de e, f, y g, pero 3 o más plantas no 
cumplen los criterios a, b, c, o d, el lote no podrá ser admitido. 
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Segunda evaluación de calidad de planta 
Cuando encontramos una planta inadmisible en una muestra de tan solo 
12 plantas, no podemos garantizar que el lote tenga menos del 5% de 
plantas en esas condiciones. Por ello necesitamos una muestra de 90 plantas 
(ver fase 5). Esta segunda evaluación sólo deberá abordarse si PT y PC 
estimados a partir de la primera muestra son lo suficientemente buenos como 
para pensar que el lote podría ser admitido. 
El proceso es el siguiente: 
Identificación del lote 
Id. primera evaluación. 
Toma de muestras 
Id. primera evaluación. El tamaño de la muestra será de 90 plantas (ver 
fase 5). 
Evaluación de calidad de planta 
Id. primera evaluación. 
Primera observación al microscopio estereoscópico 
Id. primera evaluación. 
Determinación del I.C. del número de plantas que no cumplen los criterios de 
calidad de planta o de la primera observación 
Después de verificar cada planta para ver si cumple los criterios, el 
analista debe introducir los datos de la planta en la Hoja de Datos de Segunda 
Evaluación  (Apéndice 4) de la forma siguiente: 
Planta: Número correlativo de la planta dentro de la muestra del lote; 
Calidad planta: 1 si la planta cumple todos los criterios; 0 si no cumple 
algún criterio; 
1ª Observ.: 1 si la planta cumple todos los criterios; 0 si no cumple algún 
criterio. 
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Sería recomendable hacer un muestreo secuencial en el que el analista 
obtenga el intervalo de confianza cada 5 ó 10 plantas a partir de la vigésima 
tercera que sería la primera para la que la amplitud del intervalo de confianza 
sería menor del deseado (0.075, ver fase 5), suponiendo que ninguna planta 
sea rechazada.  
El intervalo de confianza dependerá del numero de plantas analizadas y 
del número de plantas rechazadas hasta el momento y se puede hallar en las 
tablas de intervalos de confianza binomiales (Steel y Torrie 1980). 
De esta manera, el lote podría ser aceptado o rechazado aunque no se 
haya llegado a las 90 plantas. 
Criterio de control 
El lote será admitido cuando se cumplan los dos criterios siguientes: 
a) El límite superior del I.C. del número de plantas que no cumplen los 
criterios de calidad de planta o de la primera observación no supera el 
límite establecido (5%). 
b) No debe haber ninguna planta con micorrizas identificadas de una 
especie de Tuber distinta de T. melanosporum. 
El lote será rechazado cuando se cumpla alguno de los dos siguientes 
criterios: 
a) El límite inferior del I.C. del número de plantas que no cumplen los 
criterios de calidad de planta o de la primera observación supera el 
límite establecido (5%). 
b) Alguna planta tiene micorrizas identificadas de una especie de Tuber 
distinta de T. melanosporum. 
Si se cumplen las condiciones de aceptación o rechazo antes de haber 
analizado las 90 plantas, no es necesario continuar. Se puede aceptar o 
rechazar el lote sin dedicarle más esfuerzo. 
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Discusión 
Documentación 
La documentación de identificación de los lotes, procedencia de bellotas 
y pasaporte fitosanitario son importantes para registrar los resultados, 
comunicarse con el viverista, y mantener una base de datos que en el futuro 
permita hacer un seguimiento del comportamiento en campo de la planta 
evaluada.  
Calidad de planta 
La calidad de planta es particularmente importante cuando el árbol tiene 
que crecer sano durante 10 ó 12 años antes de empezar a producir un 
rendimiento. Aún no existe en España una ley que recoja los criterios de 
calidad de planta de Quercus ilex o de planta en contenedor. Quercus ilex está 
considerado como un árbol para repoblación en sitios sin mucha atención. Se 
suele cultivar en contenedores pequeños para plantar con una savia, y los 
criterios de calidad no son muy especificos. Por ello incorporamos las normas 
propuestas por Peñuelas (1995) que proporcionan una guía racional y 
concreta para evaluar planta forestal. En los métodos francés (Chevalier y 
Grente 1978) e italiano (Bencivenga et al. 1987) las plantas también deben 
cumplir los requisitos fitosanitarios antes de ser evaluada su micorrización. 
Uno de los problemas más serios encontrados es la deformación de la 
raíz pivotante. Creemos que este problema puede deberse a un contenedor 
de tamaño insuficiente para la planta que necesita una savia o más para un 
buen desarrollo de las micorrizas, o a una mala posición de la bellota al 
semillar los contenedores  (Apéndice 2). Este tipo de deformación no es 
siempre fatal, pero debilita al árbol (Peñuelas, 1993a) y puede favorecer la 
degeneración de las raíces micorrizadas dificultando así la expansión de T. 
melanosporum. Por ello, no podemos admitir plantas con la raíz pivotante con 
bucles o ángulos inferiores a 110° y el analista no debe dedicar tiempo a 
contar los ápices de una planta con estas características. Pero tiene la 
responsabilidad de documentar la razón de rechazo. 
Los otros criterios de altura proporcionada al cepellón, el cuello de 
suficiente diámetro (2-3 mm), ausencia de raíces ascendentes, buena 
distribución de raíces secundarias y tróficas, sanidad y endurecimiento de la 
Fase 5. Método de control   
Fischer y Colinas  54 
planta no presenten grandes problemas si el contenedor es adecuado y no 
hay compactación del sustrato o enfermedades en el vivero. 
Las plantas cultivadas en sistema Melfert o en otros sistemas en los que 
parte o la totalidad del contenedor se introduce en la tierra junto con la 
planta no pueden ser admitidas (Peñuelas 1993b). En nuestras observaciones 
del sistema Melfert en Castilla y León y Cataluña (Fischer, datos no 
publicados), el tejido que recubre el sustrato tarda más de un año en 
descomponerse y frena la proliferación de raíces. 
La primera observación 
La primera observación de la planta entera al microscopio estereoscópico 
es un paso importante para eliminar plantas con raíces secas o senescentes o 
que no tienen raíces tróficas suficientes como para contar un mínimo de 250. 
También, es importante para eliminar plantas con micorrización demasiado 
baja, o con altos niveles de contaminantes. Si las plantas tienen buena salud 
pero tienen pocas raíces tróficas y hace menos de 6 meses que fueron 
inoculadas sería recomendable volver a evaluar el lote 6 meses más tarde en 
vez de rechazarlo. En nuestra experiencia, el nivel de desarrollo de las 
micorrizas es un factor bastante homogéneo dentro de un lote.  
La experiencia del analista es muy importante en esta etapa. Es una 
etapa que incorpora la filosofía del método francés que prima la capacidad de 
un experto para eliminar plantas que nunca cumplirían los criterios de control 
sin necesidad de examinar 250 ápices. Durante la primera observación el 
analista puede fijarse en el rango de colores y morfologías, la presencia de 
espínulas, el nivel de desarrollo y el aspecto general de las micorrizas de T. 
melanosporum. Además el analista tiene la oportunidad de observar posibles 
contaminantes y comprobar su identidad al microscopio óptico. Esta 
información facilitará posteriormente el conteo de ápices individuales. 
El conteo de ápices 
En la preparación de la muestra en la cuadrícula, el analista tiene que 
cortar las raíces cuidadosamente para minimizar el daño a los ápices. La 
decisión de cortar el sistema radicular a la mitad o en cuartos depende de su 
tamaño y será la responsabilidad del analista. En el conteo de ápices, 
consideramos un ápice a cada punta sin ramificación. En los casos de los 
glomérulos (grupos de raíces finas y tróficas con ramificaciones múltiples en 
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forma de racimo) contamos cada glomérulo como 15 ápices de acuerdo con 
el método italiano (Bencivenga 1995a). 
Confidencialidad 
Los resultados de la evaluación de un lote de plantas deben pertenecer 
exclusivamente al viverista productor del lote. El laboratorio controlador debe 
mantener la más absoluta confidencialidad de los resultados para prevenir los 
desastrosos efectos que podría tener sobre un vivero incipiente la filtración 
de información sobre un mal lote. La información que guarde el laboratorio 
para autoevaluación y para pruebas de campo deberá quedar codificada para 
mantener la confidencialidad de los viveros. 
Criterios de control 
Los criterios propuestos en este método están basados en nuestras 
observaciones y en los propuestos en Italia. En este país, una planta debe 
tener mas del 30% de micorrización con el hongo inoculado y la diferencia 
entre el porcentaje de micorrizas de Tuber y el porcentaje de micorrizas de 
contaminantes tiene que ser mayor del 20% (Bencivenga, comunicación 
personal). Estos criterios pueden ser cumplidos con holgura por los viveros 
españoles que producen planta con un 30-50% de micorrizas de T. 
melanosporum y menos de un 5% de micorrizas contaminantes.  
Hemos preferido utilizar un sistema de proporciones a un sistema de 
porcentajes (ver fase 4) por su capacidad para reflejar mejor la condición de 
una planta. En el sistema italiano, tanto una planta con un 30% de Tuber y un 
10% de contaminantes como otra con un 60% de Tuber y un 40% de 
contaminantes cumplirían el criterio de 20% de diferencia entre Tuber y 
contaminantes siendo plantas muy distintas. En un sistema de proporciones 
estaría más claro que en la primera planta hay 3 micorrizas de Tuber por cada 
micorriza de contaminantes mientras que en la segunda sólo hay 1.5 
micorrizas de Tuber por cada micorriza de contaminantes. 
Para T. melanosporum nosotros hemos elegido una proporción mínima de 
micorrizas de 0.5 (33% en porcentaje) para admitir un lote.  
En cuanto a contaminantes recomendamos admitir una proporción de 
contaminantes (PC) máxima de 0.33.  
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Este límite coincide con el criterio italiano en mantener un diferencial de 
20 puntos porcentuales entre Tuber y contaminantes, pero limita la 
introducción de contaminantes en las plantaciones al no admitir plantas con 
más de un 25% de sus raíces colonizadas por contaminantes 
independientemente de la abundancia de Tuber en sus raíces.  
Con la información disponible hasta la fecha, no podemos definir cuál es 
el nivel de micorrización suficiente para unas condiciones de plantación dadas, 
o qué niveles de qué contaminantes aumentan los riesgos de desplazamiento. 
La investigación sobre este tema sugiere que Sphaerosporella brunnea, un 
contaminante frecuente de viveros de Tuber, puede ser muy agresivo en las 
condiciones del invernadero (Zambonelli y Govi 1991; Meotto y Carraturo 
1987-88), particularmente con sustratos de turba vaporizada (Danielson 
1984), pero Bencivenga et al. (1995b) consideran que aunque este 
ascomiceto es muy competitivo en el invernadero, no presenta un alto peligro 
en el campo. En cambio, en sus estudios sobre las ectomicorrizas 
competidoras, han encontrados 3 distintos tipos en vivero que pueden 
sobrevivir en el campo y posiblemente desplazar la ectomicorriza de T. 
melanosporum. En nuestro caso, carecemos de los resultados de 
investigación básica necesarios para tomar decisiones basadas en nuestros 
sistemas. Por ello, y ante la similitud de las condiciones ambientales, hemos 
decidido adaptar los criterios de valoración italianos. 
Idealmente, necesitaríamos pruebas en el campo para decidir estos 
criterios de evaluación. En su defecto, el organismo evaluador debería 
establecer parcelas donde se plantaran sistemáticamente plantas de lotes 
evaluados con diferentes niveles de calidad de planta, colonización con T. 
melanosporum y diferentes niveles y especies de contaminantes. Estas 
pruebas permitirían evaluar los criterios propuestos en este trabajo y realizar 
las modificaciones necesarias en base a datos experimentales. 
Últimamente, el control de plantas inoculadas con T. melanosporum no 
garantiza que las plantas producirán trufas dentro de 10 ó 15 años. Esto 
depende de las practicas de cultivo y de las condiciones en el campo. Pero es 
seguro que el éxito es imposible sin partir de plantas sanas y bien 
micorrizadas. 
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Apéndices 
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Apéndice 1.  
Criterios de calidad de planta. 
 
Criterio de evaluación de calidad de planta para Quercus ilex en contenedor. 
Las plantas deberán cumplir todos los requisitos siguientes: 
1) La altura de la parte aérea no puede superar el doble de la longitud del 
cepellón. 
2) El diámetro de cuello debe tener más de 2 ó 3 mm (para plantas de 1 ó 
2 años, respectivamente). 
3) La raíz pivotante debe estar bien repicada sin bucles o ángulos inferiores 
a 110°. 
4) No debe tener raíces secundarias ascendentes. 
5) Debe tener raíces secundarias a lo largo de la raíz pivotante, con una 
abundáncia de raíces tróficas. 
6) La planta debe estar sana tanto en la parte aérea como en la parte 
radicular sin pudriciones ni desecacíon. 
7) La planta debe haber pasado un periodo de endurecimiento y tener el 
cuello lignificado. 
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Apéndice 2. 
Hoja de datos de planta 
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Apéndice 3. 
Hoja de datos de lote 
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Apéndice 4. 
Hoja de datos de segunda evaluación 
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Apéndice 5. 
Cuadrícula 
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Apéndice 6. 
Análisis de costes 
 
 
